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程中产生的病毒 RNA 通常会带有 5’三磷酸末端或者是在双链 RNA 的末端部分
形成 panhandle 结构，这些特征会被宿主细胞质中的受体蛋白维甲酸诱导基因 I
（RIG-I）识别，并通过 RIG-I 与下游衔接蛋白 VISA 的相互作用，将信号传递
给干扰素调节因子 IRF3，IRF7 和转录因子 NF-κB，诱导 I 型干扰素和炎症因子
的产生，引起抗病毒的免疫反应。 
RIG-I 由两个 N-末端串联的胱天蛋白酶招募结构域（CARDs），一个 DExD/H 
盒 RNA 解旋酶结构域（helicase）和一个 C-末端的抑制结构域（RD/CTD）组成，
CARDs 通过同源二聚体之间的相互作用引起下游的级联反应；解旋酶结构域能
够结合 RNA 并水解 ATP，利用水解 ATP 的能量引起 RIG-I 构象变化从而使之活
化。但是人们对 RIG-I 的三维构象及各个结构域的作用机理了解的还不是很清
楚，本文拟得到 RIG-I 的 CARD 结构域和 helicase 结构域的晶体结构，从而在三























Many viruses, especially RNA viruses, infect host cells and result in the delivery 
and replication of viral RNA in the cytosol of infected host cells. These viral RNAs 
often contain 5’-triphosphate and panhandle-like secondary structures composed of 
double-stranded segments, these pathogen associated molecular patterns are 
recognized by RIG-I in the cytoplasm. RIG-I interacts with the CARD domain of the 
adaptor protein VISA (also known as MAVS, Cardif, and IPS-1), resulting in the 
stimulation of innate antiviral immune responses, including the induction of interferon 
regulatory factors (IRFs) and NF-κB, that in turn regulate the production of type I 
interferon (IFNs) and proinflammatory cytokines and chemokines. 
The RIG-I protein contains two N-terminal caspase recruitment domains 
(CARDs), a central DExH box helicase/ATPase and a C-terminal regulatory domain 
(CTD). CARD domain mediates the signal transduction down the cascade. Helicase 
domain can bind RNA and hydrolysis ATP. The energy released from ATP induce the 
conformation changement of RIG, repectively activate RIG-I. However, the 3D 
structure of RIG-I and the mechanism of every domain fuctions remain unclear. The 
aim of this study is to obtain the crystal structures of the CARD domain and the 
helicase domain, which would help to clarify the mechanism of RIG-I mediated 
antiviral sigaling pathway. 
We generate clones to express the CARD domain and the helicase domain of the 
RIG-I. We use Ni2+ affinity column, Ion change chromatography, Molecular 
Exclusion Chromatography to purify the two proteins. We demonstrate the interaction 
between RIG-I CARD and VISA CARD in vitro, as well as nucleic acid binding 
property of the helicase. The vapor diffusion method was used to screen the 
conditions for crystal growth, which lay a solid foundation for the structural studies of 
RIG-I.  






























































Fig1.1 the pathways of antiviral innate immunity 
Lijun Sun, Siqi Liu, and Zhijian Chen; Cell 140, February 5, 2010 
 
1.1 RLRs家族简介 
RLRs 家族包括存在于细胞质中的三个成员：维甲酸诱导基因 I（retinoic acid 
inducible gene-I，RIG-I；也叫做 DDX58），黑色素瘤分化相关基因 5（melanoma 
differentiation association gene5，MDA5；也叫做 helicard 或者 IFIH1）和 LGP2
（laboratory of genetics and physiology-2）。RIG-I，MDA5 和 LGP2 均属于 SF2 解















由这些区域介导与 ATP 和核酸的结合。核酸的结合导致 RLRs 水解 ATP，进而
依赖 ATP 水解释放的能量使蛋白发生构象上的改变，SF2 helicases/ATPases 有不
同的功能，包括核酸的解旋，易位，能量驱动，以及重组核酸或核酸蛋白复合物
的结构等[3]。  
RIG-I、MDA5 和 LGP2 的基本结构是类似的，RIG-I 和 MDA5 由两个 N-末
端串联的胱天蛋白酶招募结构域（caspase activation and recruitment domains，
CARDs），一个 DExD/H 盒 RNA 解旋酶结构域和一个 C-末端的抑制结构域
（C-terminal domian，CTD）组成，但是 LGP2 不含 CARD 结构域。RIG-I 与 MDA5




图 1.2 RLRs 家族成员蛋白的结构简图及其同源性 
Fig1.2 the schematic and the homology of RLR family 
                         Mitsutoshi Yoneyama, Koji Onomoto; Drug Deliv Rev; 2008. 
 
RLRs 蛋白家族主要功能是识别细胞质中的病毒 RNA，引起一系列的抗病毒















三磷酸 RNA 的形式。通常，很长的 dsRNA 在正常的细胞中是不能存在的，而
宿主 RNAs 的 5’末端会经过一些修饰，例如 5’端加帽等。RLRs 蛋白家族成员所
共有的解旋酶结构域和 C 末端抑制区对识别这些外源 RNAs 是很重要的，而
CARDs 则对触发细胞内的下游信号传导起着至关重要的作用。 
RIG-I 和 MDA5 识别不同类型的病毒[5]。RIG-I 可以识别丙型肝炎病毒，仙
台病毒，流感病毒，水泡性口炎病毒，狂犬病病毒，日本昏睡性脑炎病毒；而
MDA5 可能只识别微小病毒科的病毒。早期研究发现，RIG-I 能够识别病毒 RNA
的 5’三磷酸从而引起天然免疫反应。但是后来发现 RIG-I 也能识别丙型肝炎病毒
的 RNA，其 RNA 并没有 5’三磷酸，因此非磷酸化接头的双链 RNA 也能被 RIG-I
识别。MDA5 可以被识别类似于聚肌苷酸和聚胞苷酸的这一类的双链 RNA，但
是 MDA5 识别的病毒 RNA 的机制还不清楚。LGP2 则可以识别并结合双链 RNA。
本文着重对 RIG-I 的结构研究。 
1.2  RIG-I 的结构及信号传递 
RIG-I 基因 cDNA 全长约 3kb，编码 925 个氨基酸残基构成的蛋白质。其基
本结构是 N 末端是一个由两个 CARD 串联而成的胱天蛋白酶激活招募结构域
（CARDs），中间是一个带有 DExD/H 盒的解旋酶结构域，以及 C 末端的一个抑
制结构域。CARDs 结构域通过与他的下游衔接蛋白 MAVA/IPS-I/VISA/Cardif 相
互作用，将信号传递到下游，从而调控干扰素调节因子 3 和 7（IRF3，IRF7）和
转录因子 NF-κB。解旋酶结构域包含了一个位于 270 位赖氨酸附近的 ATP 结合
基序和一个解旋酶 TAS 基序，利用水解 ATP 释放的能量解旋 RNA。C 末端的抑
制区则负责识别 RNA，调节 RIG-I 构象的变化及功能。在正常细胞中，RIG-I 通
过其 CARDs 与 CTD 的分子内相互作用维持自抑制的构象，使其处于非活化状
态。（如图 1.3 所示）当宿主细胞被病毒感染以后，CTD 与 RNA 结合并释放






















图 1.3 RIG-I 的活化状态和非活化状态模型 
Fig1.3 the model for RIG-I inactivation and activation 
                         Cui S, Eisenacher K, Kirchhofer A; 2008. 
 
RIG-I 介导的信号通路的传递过程如下所述：细胞在被病毒感染后，细胞质
中的 RIG-I 通过 C-末端的抑制区 CTD 识别病毒的 5’三磷酸 RNA 并与之结合，
其中间的解旋酶结构域 helicase 可能与 RNA 的双链部分结合。RNA 的结合引起
了 RIG-I 本身的二聚化，并激活了它的 ATP 酶的活性。ATP 酶的水解得到的能
量推动 RIG-I 二聚体沿着病毒 RNA 由 5’端向 3’端移位。RIG-I 在病毒 RNA 上的
移位帮助它从 RNA 上置换了病毒复制所需的蛋白，使 RIG-I 与其进一步的结合
变得更为容易。RIG-I 二聚体的移位很可能是以一个开放的构象进行的，即由一
个四个 CARDs 构成的簇与 TRIM25（members of the tripartite motif）的 E3 连接
酶介导的 63 位赖氨酸连接的聚泛素链结合而形成的一个构象。它们的结合引起
了 RIG-I 进一步的构象变化和（或）RIG-I 的寡聚反应，从而形成一个新的激活
MAVS 的机制[6]。(如图 1.4 所示) 
当 RIG-I 处于活化状态以后，其 CARDs 通过结合位于线粒体外膜上的衔接





















图 1.4 RIG-I 的信号传导途径 
Fig1.4 the signaling pathway of RIG-I 
Zeng W, Sun L, Chen ZJ;  Cell; 2010. 
 
1.3  RIG-I C 末端结构域（RD）晶体学研究及 RIG-I 对病毒的识别
机制 
1.3.1 RIG-I C 末端结构域的晶体学研究 
2007 年，Sheng Cui 等报导了人源 RIG-I 的 C 末端结构域的三维晶体结构，
并做了一系列的生物化学和体内分析实验，使人们对 RIG-I 的功能有了进一步的
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